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RESUMO 
 
 
 
 xi
A adiponectina é uma adipocina que circula no plasma em altas concentrações 
desempenhando um papel potencializador da ação da insulina e reduzindo a resistência a 
esse hormônio em humanos e em modelos experimentais de obesidade. Em paralelo às suas 
clássicas ações em tecidos periféricos, a insulina desempenha uma importante função como 
controladora da fome e da termogênese ao agir em conjunto com a leptina no sistema 
nervoso central. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos fisiológicos e os 
mecanismos moleculares de ação da adiponectina no hipotálamo. Especialmente, avaliou-se 
a sua capacidade de modular vias importantes de sinalização celular envolvidas no controle 
da fome e da termogênese. Inicialmente a presença dos receptores AdipoR1 e AdipoR2 foi 
detectada predominantemente nos núcleos arqueado e lateral do hipotálamo. A seguir, 
observou-se que em ratos tratados por via intracerebroventricular a adiponectina promoveu 
uma redução de aproximadamente 40 % da ingestão alimentar, o que foi acompanhado pelo 
aumento da fosforilação em tirosina do IRS1/2, aumento da fosforilação em serina da Akt e 
FOXO1, da fosforilação em tirosina da ERK, assim como pela ativação da via JAK/STAT. 
Estes efeitos foram mediados pelo receptor AdipoR1, pois após sua inibição através de 
injeções intracerebroventriculares de oligonucleotídeos antisenso os efeitos descritos acima 
foram revertidos, enquanto o bloqueio do receptor AdipoR2 foi ineficaz em neutralizar os 
efeitos da adiponectina. Assim, conclui-se que a adiponectina, atuando predominantemente 
através do receptor AdipoR1, diminui a ingestão alimentar e ativa vias de sinalização 
classicamente envolvidas com a transdução dos sinais da insulina e da leptina. 
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ABSTRACT 
 
 
 
 xiii
The adipokine adiponectin is present in high concentration in the bloodstream and acts to 
enhance insulin actions, partially reverting insulin resistance in humans and in animal 
models of obesity. In parallel to its classical peripheral effects, insulin acts in concert with 
leptin to control food intake and thermogenesis. The objective of the present study was to 
determine the physiological outcomes and the molecular mechanisms of action of 
adiponectin in the hypothalamus. Initially, the expressions of AdipoR1 and AdipoR2 were 
mapped to the arcuate and lateral hypothalamic nuclei. The intracerebroventricular 
injection of adiponectin promoted a 40% reduction of spontaneous food intake. This was 
accompanied by the increased tyrosine phosphorylation of IRS1/2 and ERK, increased 
serine phosphorylation of Akt and FOXO1 and by the activation of JAK/STAT signaling. 
These effects were mediated by AdipoR1 since the inhibition of its expression by 
intracerebroventricular treatment with a specific antisense oligonucleotide completely 
reversed the effects described above, while the intracerebroventricular treatment with a 
specific antisense oligonucleotide to AdipoR2 was ineffective to modify the hypothalamic 
actions of adiponectin. Thus, we conclude that adiponectin acts predominantly through 
AdipoR1 in the hypothalamus to control food intake and to activate signal transduction 
through elements classically involved in insulin and leptin signaling.  
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A adiponectina também conhecida como Acrp30, AdipoQ, apM1 ou GBP28 foi 
inicialmente identificada por Scherer em 1995 na tentativa de descobrir novas proteínas 
secretadas após a indução da diferenciação de adipócitos (Scherer et al. 1995), 
posteriormente a adiponectina foi descrita por mais outros três grupos independentes  
(Hu et al. 1996; Maeda et al. 1996; Nakano et al. 1996).  
O gene Adiponectin está localizado no cromossomo 3, lócus 3q27, e codifica 
uma proteína expressa principalmente no tecido adiposo branco (WAT). Em humanos,  
o gene da adiponectina contém três éxons com o códon inicial no éxon 2 e o códon final no 
éxon 3. É interessante salientar que o lócus cromossômico 3q27 foi identificado como uma 
das regiões que possui genes que conferem susceptibilidade ao desenvolvimento de 
síndrome metabólica e diabetes tipo 2 (Takahashi et al. 2000; Kadowaki et al. 2006; 
Vionnet et al. 2000). Entre os polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) no gene 
Adiponectin, ocorre uma íntima associação entre redução plasmática de adiponectina e 
aumento da resistência à insulina e do risco de diabetes tipo 2 (Kadowaki et al. 2006). 
Estudos realizados em indivíduos franceses e suécos mostram que três SNPs localizados na 
região promotora do gene Adiponectin, SNP 11377, SNP 11426 e SNP 11391, se associam 
à hipoadiponectinemia e diabetes tipo 2 (Vasseur et al. 2002; Gu et al. 2004; Kadowaki  
et al. 2006). 
A adiponectina é uma proteína de 30 KDa composta por 247 aminoácidos, 
formada por quatro domínios distintos: uma seqüência de peptídeo sinal amino-terminal, 
uma seqüência variável, um domínio de colágeno e um domínio globular carboxi-terminal 
(Tsao et al. 2003) (Figura 1). O domínio globular da adiponectina tem homologia ao fator 
de complemento C1q (C1q-like globular domain), aos colágenos tipo VIII e X, assim como 
ao domínio globular do TNF-α (fator de necrose tumoral α) (Tsao et al. 2003; Tsao et al. 
2002; Pajvani et al. 2003; Shapiro & Scherer, 1998; Scherer et al. 1995; Reid et al. 1982; 
Hu et al. 1996; Maeda et al. 1996). Uma das características da família de proteínas que 
carregam o domínio globular semelhante ao C1q é a presença de pontes dissulfídicas, 
conhecidas por estabilizar estruturas oligoméricas (Tsao et al. 2003). Sabe-se que a 
adiponectina contém dois resíduos de cisteína, identificados em camundongos,  
um localizado no domínio globular no aminoácido da posição 138, e o outro na posição  
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22 que exerce função estrutural essencial se ligando a outros resíduos de cisteína, através 
das pontes dissulfídicas, formando assim a adiponectina de alto peso molecular (HMW) e 
hexamerizada (Tsao et al. 2003).  
 
 
Figura 1- Estrutura protéica da adiponectina 
 
A adiponectina está presente no plasma em duas formas principais, a forma 
íntegra (full-length), e a forma fragmentada, a adiponectina globular, fruto de uma clivagem 
proteolítica. A adiponectina globular é formada por um domínio globular carboxi-terminal 
e sua produção é mediada pela enzima leucócito elastase produzida por monócitos e/ou 
neutrófilos ativados, sabe-se que ela pode se trimerizar após a clivagem proteolítica, porém 
após este processo não é possível haver oligomerização. A adiponectina full-length está 
presente em três formas principais: um trímero que consiste em um dímero e um monômero 
ligados por pontes dissulfídicas, formando a adiponectina de baixo peso molecular  
(low-molecular-weight adiponectin); um hexâmero, que consiste em dois trímeros ligados 
no resíduo de cisteína na posição 22 através de pontes dissulfídicas, também conhecido 
como adiponectina de médio peso molecular (middle-molecular-weight adiponectin) e a 
adiponectina de alto peso molecular que se oligomeriza formando um polímero de 12 a  
18 monômeros (high-molecular-weight adiponectin-HMW) (Tsao et al. 2003; Kadowaki & 
Yamauchi, 2005; Tilg & Moschen, 2006). Alguns trabalhos afirmam que a adiponectina 
HMW é a forma mais ativa da proteína exercendo um papel mais relevante na 
sensibilização à insulina e na proteção contra o desenvolvimento de diabetes tipo 2. 
Recentemente tem sido sugerido que a razão entre a HMW e a adiponectina de baixo peso 
molecular e não a quantidade total de cada uma é crucial para o aumento da sensibilidade à 
insulina (Kadowaki et al. 2006; Tilg & Moschen, 2006). 
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Apesar da adiponectina ser sintetizada predominantemente por adipócitos 
(Kadowaki et al. 2006), estudos recentes têm mostrado que a expressão gênica da 
adiponectina pode ser induzida em hepatócitos, células musculares esqueléticas, 
cardiomiócitos e células endoteliais (Pineiro et al. 2005; Delaigle et al. 2004; Wolf et al. 
2006; Yoda-Murakami et al. 2001). A adiponectina é a adipocina mais abundante do 
plasma, compondo 0,01% do total de proteínas plasmáticas, sendo sua concentração 
plasmática de aproximadamente 2,0 a 17,0 μg/ml (Arita et al. 1999; Yildiz et al. 2004).  
Sua expressão é aumentada em cem vezes durante o período de diferenciação de adipócitos, 
e sua secreção é estimulada pela insulina. Possivelmente a sua diminuição no plasma de 
indivíduos obesos está relacionada com resistência à insulina nos adipócitos.  
Demonstrou-se ainda que o PPARγ (receptor ativador e proliferador de peroxissomo γ),  
um ativador transcricional de genes de vários adipócitos, é necessário para a indução da 
expressão da adiponectina, por outro lado, o TNF-α, a IL-6 (interleucina 6) e 
glicocorticóides diminuem a transcrição e secreção deste peptídeo (Scherer et al. 1995; 
Iwaki et al. 2003; Bruun et al. 2003; Pittas et al. 2007). 
Os receptores da adiponectina foram descobertos por Yamauchi e 
colaboradores em 2003, eles acreditavam que clonando o receptor facilitaria o estudo dos 
mecanismos de ação da adiponectina. Yamauchi identificou dois receptores principais: 
AdipoR1 e AdipoR2, os genes que codificam esses dois receptores estão localizados em 
cromossomos diferentes, e o produto desses genes constituem uma nova família de 
receptores conhecida por conter sete domínios transmembrânicos, porém esses receptores 
são estrutural- e funcionalmente distintos dos receptores acoplados à proteína G, pois o 
domínio carboxi-terminal é extracelular, ligando-se diretamente à adiponectina, e o 
domínio amino-terminal é citoplasmático e interage com a APPL1 (adaptor protein 
containing pleckstrin homology domain, phosphotyrosine-binding domain and leucine 
zipper motif), uma proteína adaptadora que contém um domínio homólogo à plecstrina,  
esta interação é necessária para a sinalização e conseqüentes efeitos da adiponectina 
(Yamauchi et al. 2003; Kadowaki & Yamauchi, 2005; Mao et al. 2006).  
Ambas as isoformas do receptor são expressas em vários tipos distintos de 
células, incluindo adipócitos. Em humanos o receptor AdipoR1 é expresso principalmente 
em músculos esqueléticos e tem alta afinidade pela adiponectina globular, enquanto o 
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receptor AdipoR2 é predominantemente expresso em fígado e tem afinidade por ambas as 
formas da adiponectina. Os efeitos imediatos de sinalização após a ligação da adiponectina 
ao seu receptor estão ainda sendo investigados. Estudos in vitro revelam que os AdipoRs 
medeiam a fosforilação da AMPK (proteína quinase ativada por AMP) e por conseqüência 
a fosforilação e inativação da enzima ACC (acetil CoA carboxilase), assim como a ativação 
do PPARα (receptor ativador e proliferador de peroxissomo α), ativando por conseqüência 
a oxidação de ácidos graxos e a captação da glicose pelos tecidos (Bjursell et al. 2007; 
Kadowaki & Yamauchi, 2005; Yamauchi et al. 2003). 
A AMPK pertence a uma família de enzimas sensoras de energia que são 
ativadas por depleção de ATP causadas por estresse celular como por exemplo: exercício 
físico prolongado, isquemia em músculo cardíaco, choque térmico, inibição do ciclo do 
ácido tricarboxílico e inibição da fosforilação oxidativa (Winder et al. 1996; Kudo et al. 
1995; Corton et al. 1994; Witters et al. 1991). Esta enzima pode ser ativada pelo aumento 
da taxa AMP/ATP e creatina/fosfocreatina (Cr/pCr) resultando em modificação alostérica 
e/ou fosforilação da subunidade α da quinase AMPKK (Hardie & Carling, 1997; Kemp  
et al. 1999). A AMPK recupera os níveis de ATP celular por inibir o consumo de ATP e 
também por acelerar os processos de geração de ATP. Sua ativação pode causar 
sensibilização à ação da insulina, modular os níveis de glicose plasmática através de 
ativação no fígado e músculo e regular a oxidação e síntese de lipídeos podendo ser 
benéfica para o controle do diabetes tipo 2 e da dislipidemia (Misra & Chakrabarti, 2007).  
A adiponectina tem efeitos potentes no metabolismo de lipídeos e carboidratos 
em músculo esquelético. Vários estudos têm mostrado que o tratamento com adiponectina 
globular melhora a utilização de ácidos graxos tanto em músculo, quanto em cultura de 
miócitos (Fruebis et al. 2001; Tomas et al. 2002; Karbowska & Kochan, 2006; Yamauchi  
et al. 2001). A ligação da adiponectina, principalmente ao receptor AdipoR1, aumenta a 
ativação do receptor nuclear PPARα e estimula a captação de glicose. A oxidação de ácidos 
graxos ocorre por aumento da regulação de genes envolvidos no metabolismo de lipídeos, 
como por exemplo, a enzima ácido graxo translocase (FAT/CD36), acetil-coenzima  
A oxidase (ACO), e proteína desacopladora 2 (UCP2); e também por aumento da 
fosforilação da AMPK, que fosforila e inibe a atividade da ACC diminuindo por 
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conseqüência os níveis de malonil-CoA, um inibidor alostérico da enzima CPT-1 (carnitina 
palmitoil transferase) que é responsável por transportar os ácidos graxos para a 
mitocôndria, onde a oxidação acontece (Kadowaki & Yamauchi, 2005; Karbowska & 
Kochan, 2006). A diminuição de triglicérides no músculo melhora a sinalização da insulina, 
aumentando assim a translocação do transportador de glicose 4 (GLUT4) para a membrana, 
bem como a captação de glicose (Kadowaki & Yamauchi, 2005).  
A adiponectina modula o metabolismo hepático de glicose e lipídeos. Estudos 
realizados por Yamauchi e colaboradores demonstraram que o tratamento com adiponectina 
full-lenght por um período longo melhora a sensibilidade à insulina e reduz os triglicérides 
do fígado (Yamauchi et al. 2002). Assim como no músculo esquelético, a adiponectina atua 
no fígado ativando a AMPK, diminuindo a síntese de malonil-CoA, resultando no aumento 
da β-oxidação através do aumento da atividade da enzima CPT-1. Além dos efeitos de 
aumento da β-oxidação, a AMPK está envolvida na inibição da produção hepática de 
glicose, este efeito ocorre através da diminuição da expressão gênica de enzimas 
responsáveis pela gliconeogênese, como por exemplo, a fosfoenolpiruvato carboxiquinase 
(PEPCK) e glicose 6-fosfatase (G6Pase) (Yamauchi et al. 2002; Berg et al. 2001; 
Karbowska & Kochan, 2006; Velasco et al. 1997). 
Os efeitos anti-aterogênicos e antiinflamatórios da adiponectina têm sido 
bastante estudados. Trabalhos demonstram que a adiponectina inibe a expressão de 
moléculas de adesão, tais como; a molécula intracelular de adesão 1, a molécula de adesão 
vascular celular 1 e selectina-E. A adiponectina é também capaz de inibir o TNF-α, 
citocina responsável pela ativação do NF-κB, através da fosforilação do IκB. O bloqueio do 
NF-κB é o principal mecanismo para a inibição da adesão de monócitos às células 
endoteliais. Através da adiponectina, ocorre também a inibição da expressão de receptores 
seqüestradores classe A-1 (scavenger receptor class A-1) em macrófagos, resultando em 
uma diminuição acentuada da captação de lipoproteínas oxidadas de baixa densidade 
(oxidized low-density lipoprotein) pelos mesmos, inibindo por conseqüência a formação de 
células espumosas (foam cells) (Kadowaki & Yamauchi, 2005; Ouchi et al. 2001;  
Ouchi et al. 2000). 
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O metabolismo de ácidos graxos e carboidratos no músculo estriado cardíaco 
também estão sujeitos à ação da adiponectina. Ambas isoformas do receptor, AdipoR1 e 
AdipoR2 são expressos principalmente no miocárdio, porém a forma predominante é o 
AdipoR1. Após a ligação da adiponectina ao seu receptor, em culturas de cardiomiócitos, 
ocorre a fosforilação da AMPK estimulando, por conseguinte, a translocação do GLUT4 
para a membrana celular e a captação de glicose. É interessante ressaltar que o tratamento 
com adiponectina globular, aumenta significativamente a oxidação de ácidos graxos.  
Tem sido proposto que este efeito é independente da ativação da AMPK, no entanto,  
o mecanismo exato pelo qual a adiponectina aumenta a oxidação de ácidos graxos no 
músculo cardíaco ainda permanece desconhecido (Karbowska & Kochan, 2006; Pineiro  
et al. 2005; Onay-Besikci et al. 2004). 
Partindo-se do princípio que a administração periférica da adiponectina 
contendo o domínio globular estimula o clearance de glicose e melhora a ação da insulina 
por aumentar a oxidação de lipídeos no músculo (Yamauchi et al. 2001), que a infusão da 
proteína full-lenght melhora a sensibilidade hepática à insulina (Berg et al. 2001), e que a 
administração crônica da adiponectina globular diminui o peso corpóreo em animais 
tratados com dieta hiperlipídica (Fruebis et al. 2001), podemos sugerir que a adiponectina 
está envolvida na homeostase energética. 
Estudos pregressos mostram que os níveis plasmáticos de adiponectina estão 
diminuídos em humanos e modelos experimentais que apresentam obesidade visceral e 
diabetes mellitus tipo 2, assim como em pacientes com doenças cardiovasculares, 
hipertensão e síndrome metabólica (Arita et al. 1999; Yamauchi et al. 2001; Hotta et al. 
2000; Kumada et al. 2003). Os níveis plasmáticos de adiponectina são inversamente 
relacionados com resistência à insulina, intolerância à glicose, inflamação, aterosclerose e 
dislipidemia. Os primeiros estudos demonstrando os efeitos de sensibilização à ação da 
insulina, causados pela adiponectina, foram publicados em 2001 por três grupos 
independentes (Yamauchi et al. 2001; Berg et al. 2001; Fruebis et al. 2001). A resistência à 
insulina é uma característica central da síndrome metabólica, e é definida como a perda 
relativa da capacidade deste hormônio em exercer seus efeitos biológicos (Saltiel & Kahn, 
2001; Shulman, 2004). Sendo assim, qualquer defeito na cascata de sinalização pode causar 
resistência à insulina.  
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A insulina é um hormônio polipeptídico anabólico produzido pelas células beta 
do pâncreas, cuja síntese e secreção são ativadas pelo aumento dos níveis circulantes de 
glicose e aminoácidos após as refeições. A insulina age em vários tecidos periféricos, 
incluindo músculo, fígado e tecido adiposo. Seus efeitos metabólicos imediatos incluem: 
aumento da captação de glicose, aumento da síntese de proteínas, ácidos graxos e 
glicogênio, bem como bloqueio da produção hepática de glicose, da lipólise e proteólise. 
Além disso, a insulina tem efeitos tardios na expressão de genes e síntese protéica, assim 
como na proliferação e na diferenciação celular. Outras funções da insulina incluem o 
aumento da produção de óxido nítrico no endotélio e a inibição da apoptose. A sinalização 
intracelular da insulina em tecidos insulino-sensíveis inicia-se com a ligação do hormônio a 
um receptor específico de membrana. O receptor de insulina (IR) é uma glicoproteína 
constituída de duas subunidades α extracelulares, onde se localiza o sítio de ligação da 
insulina, e duas subunidades β intracelulares, ligadas à membrana que executa a transdução 
do sinal da insulina à célula (Schwartz et al. 2000). A ligação da insulina à subunidade α de 
seu receptor permite que a subunidade β adquira atividade quinase, levando à alteração 
conformacional e à autofosforilação do receptor nas subunidades β em múltiplos resíduos 
de tirosina (1158, 1162, 1163), o que aumenta ainda mais sua atividade tirosina quinase 
(Patti & Kahn, 1998). Uma vez ativado, o receptor de insulina catalisa a fosforilação de 
vários substratos protéicos em tirosina. Conhecem-se no presente dez substratos do receptor 
de insulina sendo que quatro desses pertencem à família dos substratos do receptor de 
insulina, as proteínas IRS (White, 1998). Os outros substratos incluem Shc, JAK2, Cbl, 
Gab-1, APS e p60dok (Pessin & Saltiel, 2000).  
Nos últimos dez anos, avanços consideráveis foram obtidos na caracterização 
da ação da insulina no hipotálamo. Não existem diferenças estruturais entre os receptores 
de insulina expressos nos tecidos periféricos e no sistema nervoso central (Saltiel & Kahn, 
2001). No hipotálamo, a insulina promove a ativação de duas vias principais de sinalização. 
A primeira depende do recrutamento e fosforilação de substratos do receptor de insulina 
(IRSs) em tirosina, promovendo a ligação e ativação da enzima PI3K (fosfatidilinositol  
3-quinase), controlando assim, o ritmo de disparos neuronais e a liberação de 
neurotransmissores nas sinapses efetoras (Carvalheira et al. 2001; Xu et al. 2005; Plum  
et al. 2005). A segunda via é dependente da enzima JAK2 a qual possui atividade tirosina 
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quinase, que recruta e fosforila o controlador de transcrição gênica STAT3, responsável por 
conectar o sinal da insulina ao controle da transcrição de genes de neurotransmissores 
envolvidos na regulação da fome e da termogênese (Carvalheira et al. 2001). A insulina e a 
leptina ativam vias celulares similares. Esta sobreposição de vias, também conhecido como 
cross-talk molecular, sugere que ambos os hormônios exerçam um papel regulador sobre os 
efeitos fisiológicos finais de cada um deles. A transdução do sinal da leptina sofre um 
importante controle por vias paralelas de sinalização celular, sendo que até o presente 
momento, a insulina se destaca como o principal modulador do sinal da leptina no 
hipotálamo (Moyers, 2005; Tartaglia et al. 1995; Zhang et al. 1994).  
Em condições fisiológicas, a leptina é expressa e secretada em proporção direta 
à massa de tecido adiposo branco. Este hormônio possui características estruturais de 
citocina, e é predominantemente produzido pelo tecido adiposo branco. Sua sinalização é 
dependente da ligação ao seu receptor monomérico trans-membrana pertencente à família 
de receptores de citocina da classe I (Tartaglia et al. 1995).  
Ambos os hormônios, insulina e leptina, atuam sobre vias de sinalização no 
hipotálamo reprimindo os circuitos neuronais anabólicos que estimulam a busca por 
alimento e inibem o gasto energético, e incitando circuitos neuronais catabólicos que 
inibem a incorporação de alimento e aumentam o gasto energético. Até o presente, duas 
sub-populações de neurônios foram bem caracterizadas no núcleo arqueado. Uma expressa 
os neurotransmissores orexigênicos NPY (neuropeptídeo Y) e AgRP (peptídeo relacionado 
ao agouti), enquanto a outra expressa os neurotransmissores anorexigênicos α-MSH 
(clivado a partir de POMC) e CART (peptídeo regulado por cocaína e anfetamina)  
(Flier, 2004).  
Estudos revelam que, tanto a leptina quanto a insulina, agindo de forma 
combinada, têm a capacidade de inibir neurônios NPY/AgRPérgicos e ativar neurônios 
POMC/CARTérgicos (Schwartz et al. 2000; Carvalheira et al. 2001; Torsoni et al. 2003). 
Neurônios NPY/AgRPérgicos encontram-se ativados durante períodos de jejum ou quando 
a massa total de tecido adiposo está reduzida. Nestas circunstâncias conexões axonais entre 
neurônios do núcleo arqueado e neurônios dos núcleos paraventricular e hipotalâmico 
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lateral levam à inibição da produção de neurotransmissores anorexigênicos como TRH 
(hormônio liberador de tirotrofina) e ativadores da termogênese como CRH (hormônio 
liberador de corticotrofina) no núcleo paraventricular, e a ativação da produção de 
neurotransmissores orexigênicos como orexina e inibidores da termogênese como MCH 
(hormônio concentrador de melanina) no núcleo hipotalâmico lateral. O resultado desta 
regulação é o aumento da fome e redução da termogênese. Por outro lado, em períodos  
pós-prandiais ou quando estoques de energia no tecido adiposo são satisfatórios, há 
aumento dos níveis sanguíneos de insulina e leptina, o que leva à inibição dos neurônios 
NPY/AgRPérgicos e ao estímulo dos neurônios POMC/CARTérgicos. O resultado é a 
inibição de neurônios do núcleo hipotalâmico lateral, produtores de orexina e MCH e 
estímulo de neurônios do núcleo paraventricular, produtores de CRH e TRH. O resultado 
então será a saciedade acompanhada do aumento da termogênese (Schwartz et al. 2000; 
Flier, 2004). 
Acredita-se hoje, que falhas em alguns dos componentes desse complexo 
sistema de controle da homeostase energética possam desempenhar um papel importante no 
desenvolvimento da obesidade e que a resistência hipotalâmica à ação da insulina e leptina 
desempenha um papel central na perda do controle entre ingestão alimentar e gasto 
energético (Schwartz & Kahn, 1999; Schwartz et al. 2000; Torsoni et al. 2003; De Souza  
et al. 2005). 
A obesidade é o fator de risco mais importante para o desenvolvimento de 
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensão arterial, dislipidemia e aterosclerose 
(Kopelman, 2000). Em cada uma dessas condições clínicas a resistência à insulina se 
destaca como o fenômeno biológico associado mais relevante (Eckel et al. 2005).  
A resistência à insulina acontece em vários tecidos envolvidos com seus efeitos 
metabólicos (Defronzo, 1988), ela se desenvolve como conseqüência da associação de 
diferentes fatores como fatores genéticos, fatores associados a variáveis ambientais como 
idade, padrão alimentar, estilo de vida sedentário, stress, infecções, entre outros (Stein & 
Colditz, 2004). Entre seus efeitos, podemos ressaltar uma menor captação de glicose 
induzida por insulina em tecido muscular; uma maior produção de glicose e gliconeogênese 
no fígado (Gastaldelli et al. 2001), e no tecido adiposo, a captação de glicose está 
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diminuída, mas os efeitos de hipertrofia continuam, contribuindo para o desenvolvimento 
da obesidade (Kahn, 1994). 
O fenômeno de resistência à insulina, tão conhecido em tecidos periféricos, 
ocorre também no hipotálamo. Estudos recentes, realizados em nosso laboratório, 
demonstraram que em alguns modelos experimentais de obesidade associada à resistência 
periférica à ação da insulina, particularmente em animais tratados com dieta hiperlipídica, 
ocorre o fenômeno de resistência hipotalâmica à ação dos hormônios anorexigênicos, 
leptina e insulina (De Souza et al. 2005). Tendo em vista que a insulina modula 
positivamente a ação hipotalâmica da leptina, é possível que esta ação esteja comprometida 
no estado de resistência hipotalâmica. Uma das possíveis conseqüências deste efeito é a 
redução da atividade anorexigênica e pró-termogênica exercida por esses dois hormônios. 
Em modelos animais de obesidade ocorre uma íntima associação entre a resistência à ação 
da insulina e da leptina no sistema nervoso central e a gênese da obesidade.  
Existe hoje um grande interesse pela adiponectina devido aos seus efeitos 
potencializadores da ação da insulina, além de seus efeitos antiinflamatórios,  
anti-aterogênicos e anti-diabéticos (Kadowaki & Yamauchi, 2005). Dessa forma, 
considerando que a adiponectina interage com a insulina em tecidos periféricos 
potencializando suas ações e diminuindo a resistência à insulina, é de se supor que ocorra 
uma interação no sistema nervoso central. Acreditamos que a caracterização molecular da 
ação da adiponectina no sistema nervoso central possa permitir avanços consideráveis na 
compreensão dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos na gênese da obesidade e, ainda, 
gerar conhecimento útil para o desenvolvimento de novas modalidades terapêuticas mais 
específicas e efetivas para essa doença. 
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Os objetivos do presente trabalho foram: 
Gerais 
• Avaliar os efeitos fisiológicos e moleculares da adiponectina no hipotálamo 
especialmente na sua capacidade de modular a fome. 
 
Específicos 
• Investigar a presença de receptores de adiponectina no hipotálamo de ratos; 
• Avaliar o efeito desta adipocina sobre a ativação de vias de sinalização celular 
envolvidas no controle hipotalâmico da fome. 
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O objetivo do presente estudo foi o de explorar a hipótese de que a adiponectina 
produz efeitos insulinomiméticos no hipotálamo. A justificativa para o estudo é o fato de 
que em tecidos periféricos essa adipocina é capaz de reproduzir e potencializar alguns dos 
efeitos da insulina. O estudo teve uma base fisiológica, mas envolveu também a busca por 
novos mecanismos farmacológicos de controle da fome e da homeostase energética.  
Os resultados obtidos revelam que os receptores da adiponectina são expressos 
nas principais regiões hipotalâmicas envolvidas com o controle da fome e da termogênese, 
exatamente os mesmos sítios ricamente povoados por neurônios responsivos à leptina e 
insulina.  Predominantemente por intermédio do AdipoR1 a adiponectina é capaz de reduzir 
a ingestão espontânea de alimento e de ativar vias de sinalização classicamente envolvidas 
com a transdução do sinal da leptina e da insulina. Apesar do efeito da adiponectina no 
controle da fome ser consideravelmente mais discreto que aquele exercido pela leptina e 
pela insulina, podemos concluir que essa adipocina atua no hipotálamo modulando a fome e 
reproduzindo alguns dos efeitos moleculares da insulina e da leptina. A potencialidade do 
emprego da adiponectina como ferramenta terapêutica em obesidade e doenças afins deve 
ser considerada uma vez que nessas situações ocorre a instalação de resistência à ação dos 
principais hormônios adipostáticos, leptina e insulina. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
Animais experimentais  
Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus) machos, da linhagem Wistar entre 
oito e dez semanas de idade, provenientes do Biotério Central da UNICAMP (CEMIB),  
os quais foram alimentados com ração comercial para roedores (Nuvilab CR-1) da Nuvital, 
oferecida ad libitum, assim como água. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas 
(cinco por gaiola) sob condições padronizadas de iluminação (ciclo claro /escuro de  
12 horas) e temperatura de 22 ± 2° C. 
Para os experimentos animais foram aleatoriamente divididos nos seguintes 
grupos: tratados com salina (CT); tratados com insulina 10-6 M (In); tratados com leptina 
10-6 M (Lep); tratados com adiponectina 10-5 M (Ad5); adiponectina 10-7 M (Ad7) 
adiponectina 10-9 M (Ad9) adiponectina 10-11 M (Ad11). Em alguns experimentos os ratos 
não foram submetidos à canulação, sendo esses os experimentos de imunohistoquímica e os 
experimentos de imunoblot para avaliar expressão de receptores. Em outros experimentos 
os ratos foram previamente tratados com oligonucleotídeos antisense para AdipoR1 
(ASOR1) e AdipoR2 (ASOR2), além de um oligonucleotídeo controle (Scr), todos na dose 
de 2,0 nmol, diluídos em 2,0 μl de tampão TE (10 mM Tris pH 7.4; 1 mM EDTA pH 8.0). 
 
Oligonucleotídeos antisenso 
Oligonucleotídeos antisenso portando a modificação estabilizadora 
fosforotioato foram desenhados a partir das seqüências especificas dos RNAm dos 
receptores AdipoR1 e AdipoR2 depositados no banco de dados do NIH-PubMed.  
A especificidade foi avaliada através do programa BLAST. As seqüências utilizadas foram 
5’ – CGGGATAGGAGTGGGT – 3’ (AdipoR1, ASOR1) e 5’ – TCGGTGTTCGGTTGG – 
3’ (AdipoR2, ASOR2). A síntese foi realizada pela Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA).  
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Cirurgia Estereotáxica  
Ao atingirem 8 semanas de idade os ratos foram submetidos à canulação do 
ventrículo lateral. Os animais (250 - 300g) foram previamente anestesiados por via 
intraperitonial com uma mistura de 1:1 (0,8 ml) de cloridrato de cetamina (50 mg/ml) e 
diazepan (5,0 mg/ml). Depois de testados os reflexos corneano e pedioso os animais foram 
posicionados no aparelho de estereotaxia para implantação de uma cânula no ventrículo 
lateral do hipotálamo, seguindo as coordenadas do Atlas Paxinos-Watson (Paxinos et al. 
1980) que variam de acordo com o peso do animal.  Em ratos de aproximadamente 300 g as 
coordenadas utilizadas foram AP: 0,2 mm; Lateral: 1,5 mm; Profundidade: 4,0 mm.  
 
Infusão intracerebroventricular  
Após o período de uma semana de recuperação da cirurgia estereotáxica,  
os animais foram submetidos a um teste de resposta de ingestão hídrica subseqüente ao 
tratamento com angiotensina II (2,0 μl de solução 10-6 M) para avaliação da adequação da 
posição da cânula. Ratos com resposta positiva à angiotensina II foram selecionados e 
utilizados nos experimentos subseqüentes. Animais de cada situação experimental 
receberam 2,0 μl icv de salina, insulina ou adiponectina nas concentrações descritas acima. 
Para a infusão icv dos hormônios, oligonucelotídeos ou salina foi utilizada uma 
seringa Hamilton (50 μl) acoplada, por meio de uma cânula plástica, a uma agulha 30G,  
de modo que esta ultrapassasse o comprimento da cânula metálica (0,1 - 0,2 mm) 
garantindo a entrada do líquido no ventrículo lateral.  
 
Avaliação da ingestão alimentar  
Os animais foram colocados individualmente em gaiolas metabólicas e 
mantidos em jejum por 6 horas. Às 18 h os ratos foram submetidos aos diferentes 
tratamentos por via ICV e a ingestão de 12 horas foi determinada pela aferição da diferença 
de peso entre o alimento oferecido e o alimento restante na gaiola. 
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Dissecção do hipotálamo para imunoprecipitação e imunoblot 
Os animais foram anestesiados por meio da administração intraperitonial de 
tiopental sódico (0,6 ml; 15 mg/kg) e a perda dos reflexos pedioso e corneano foi utilizada 
como controle da anestesia. Após os diferentes tratamentos, o crânio foi aberto,  
o hipotálamo retirado e em seguida homogeneizado em aproximadamente 10 volumes de 
tampão de solubilização (1% Triton X-100; 100 mM Tris pH 7,4; contendo 100 mM de 
pirofosfato de sódio; 100 mM de fluoreto de sódio; 10 mM de vanadato de sódio; 2 mM 
PMSF e 0,1 mg de aprotinina/mL) a 4° em “Politron PTA 20S generator” (Brinkmann 
Instruments mode PT 10/35) com velocidade máxima por 30 segundos. O homogenato foi 
então centrifugado a 11.000 rpm por 30 minutos para remoção de material insolúvel.  
No sobrenadante foi determinada a concentração de proteínas utilizando-se o método de 
Bradford (Bradford, 1976).  
 
Imunoprecipitação  
Nos experimentos nos quais se desejava verificar a fosforilação de proteínas, 
das quais não havia anticorpos específicos fosforilados, ou, quando se desejava verificar 
associação entre proteínas, foi empregado o método de imunoprecipitação. As amostras 
solubilizadas foram centrifugadas a 11.000 rpm por 30 min a 4°C e o sobrenadante foi 
retirado para imunoprecipitação. Os volumes das amostras foram normalizados por 
concentração protéica (2,0 mg de proteína total por amostra). As amostras foram incubadas 
por 12 a 14 horas, a 4°C. Após incubação, os imunocomplexos foram recuperados com 
Proteína A Sepharose 6MB por 2 horas a 4°C e decantados por centrifugação por  
15 minutos a 4°C/11.000 rpm. O precipitado foi lavado três vezes, em intervalos de  
5 minutos, com tampão de lavagem (2,0 mM ortovanadato de sódio, 100 mM Tris-Hcl,  
10 mM EDTA, 0,5% Triton X-100). O sobrenadante foi descartado retendo-se apenas as 
proteínas precipitadas (imunocomplexos) (Velloso et al. 1996). Os imunocomplexos foram 
ressuspensos em 20 l de tampão de Laemmli, contendo 100 mmol/l de DTT. 
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Imunoblot  
Após rápida fervura (5 minutos) as amostras, tanto de imunoprecipitado quanto 
de extrato total (contendo 0,2 mg de proteína total), foram aplicadas em gel de 
poliacrilamida para separação por eletroforese (SDS-PAGE). As proteínas separadas por 
SDS-PAGE foram transferidas para membrana de nitrocelulose em aparelho de 
transferência da BIO-RAD durante 120 min a 120 V, em gelo, e banhadas com tampão de 
transferência. As membranas de nitrocelulose foram incubadas por 12 a 14 horas com 
anticorpo específico. A ligação do anticorpo a proteínas não específicas foi minimizada 
pela pré-incubação das membranas de nitrocelulose com tampão de bloqueio (5% de leite 
em pó desnatado; 10 mmol/l de Tris, 150 mmol/l de NaCl, 0,02% de Tween 20) por duas 
horas. A detecção do complexo antígeno-anticorpo fixo à membrana de nitrocelulose foi 
obtida por meio do método de quimiluminescência e exposição a filmes de RX Kodak a 
80°C por 10 a 60 minutos. Após a revelação das auto-radiografias as bandas obtidas foram 
quantificadas por meio de densitometria óptica (Araújo et al. 2005; Velloso et al. 1996).  
 
Imunohistoquímica 
Nos experimentos de imunohistoquímica, o hipotálamo dos ratos foi 
rapidamente dissecado seguindo-se orientação do Atlas de Coordenadas Estereotáxicas 
(Paxinos & Watson, 1980), fixado em formalina a 3% e armazenado em blocos de parafina. 
O tecido foi seccionado em micrótomo em secções de 5 μm e colocado em lâminas 
previamente tratadas com polilisina. As lâminas foram incubadas por 30 min a 60ºC 
desparafinizadas em xileno e reidratadas em álcool 100%, 95% e finalmente 70%, em 
seguida tratados com água destilada. Os anticorpos específicos para os antígenos que 
desejávamos analisar foram incubados com o espécime. O anticorpo secundário anti-Fc 
usado é do tipo conjugado a FITC ou Rodamina, a detecção de sinal foi realizada por 
microscopia de fluorescência. Contra-coloração nuclear para fragmentos corados para 
imunofluorescência foi realizada por tratamento com DAPI.  
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Análise estatística  
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média.  
Quando comparados dois grupos, foi utilizado o teste t de Student para dados não pareados. 
Quando necessário, utilizou-se análise de variância (ANOVA), seguida de teste para 
comparação múltipla de médias. Foi adotado o nível de significância p<0.05. 
 
 
